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Zusammenfassung: Zuerst behandelt es hier um den Entwicklung der Cholesterinenthal-
tende mesomorpher Phasen durch Wecheselwirkung von wifirige Seifenlésungen mit feste
Cholesterin Kristall. Loslichkeit des Sterins in Na-Kaprylat Losugen bei 20°C wurde um
Dreiecke Zustand-Diagramme aufzustellen, untersuchte.

Es kommt darauf an Solubilisierungsgleichgewicht zwischen Cholesterin enthaltende
Mesomorpher Phasen und isotrope Naky-Lésungen zu untersuchen mittels von meist
Phaseidentifizierung durch beide polar-und unpolar Mikroskop, Kleinewinkel Réntgenbeu-
gungs Vakuumkamera und chemische Analyse des jedes Komponentes fiir abgetrenntene
Mesophasen. Auch einige wesentliche medizinische Begleit-Stoffe wie Gallensduresalz
zB. Na-Cholat, Na-Taurocholat, die reagieren mit Sterinen wurde hier beriicksichtigt.
Schlieflich mit Hilfe von Oberflichen-Spannugswaage studierte wir auch iiber Adsorption-
sphinomene des Cholesterins auf dem unpolar Kohlenwasserstoff (wie n-C;Hig)/Wasser

Grenzflichen und berechnete Areal pro verschiedenen Sterinmolekiile, usw.

Einleitung und vergleichende Ubersicht: Unsere fritheren Erfahrungen iiber die
Bildung mesomorpher sauerer Seifen zeigen, hat man mit prinzipiell gleichartigen
Systemen auch dort zu tun, wo der Paraffinketten Alkohol wie Dekanol durch
eine Verbindung mit Sterin-Ko6rperbau, ersetzt wird. Dies diirfte auch fiir eben
medizinische und biochemische wichtige wiafrige Lipoid Systeme zu treffen.
Uberdies, fiir uns es scheint intressant zu studieren, einfaches EiweiRstoff wie
Grindes Serumalbumin oder Gallensduresalz zB. Natriumtaurocholat sind moglich
zu beschleunigen oder verhindern den Entwicklung der mesomorpher Phasen, die
selber besteht aus Cholesterin-Seifen-Wasser, durch den Wechselwirkung mit
Fettsdure Anionen. Wie unsere fritheren Erkenntnis iiber Na.-ky-Dek-H,0 heterogen
Systeme, Natrium-Kaprylat wurde gewahlt wegen seiner guten mizellbildende
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Fahigkeit und verhéltnisméfig hohen CMC, das Cholesterin wegen seiner &duferst
niedrigen Wasserloslichkeit, trotzdem dieser eine polare Gruppe enthaltet. In
diesem Fall assoziieren sich die Molekiil mit den Seifenmolekeln zu gemischten
Mizellen. Wir weifen wohl, daB man zwei nicht mischbare Fliissigkeite zu
Mischung bringen kann mit Hilfe eines dritten gemeinsamen Lgsungsmittels.
Seite schon 40 Jahre lange vor hat Lindau mit Hilfe von der Phasenregel erzeigte, daf.
die hydrotrope Substanz nur die Rolle einer dritten mischbaren Fliissigkeit spielt.
Wie wir weiter weiRen wiBrige Losungen, die enthalten EiweiB Assoziation-
Kolloid Komplex sind vermoégen zu solubilisieren verschiedene Verbindungen wie
Steroid Hormonen, polyzyklischen-aromatische Kohlenwasserstoffe und fettlosliche
Vitaminen, und hinufiigt man festes Cholesterin zu diesen zahlreichen obigen
Losungen, dann mesomorpher Phasen trennen haufig ab.

Im Jahre 1946 in Frankreich, zeigte Dervichian 1 den myelindhnliche Substanze,
bei Anwesenheit von Wasser durch Mischung des Cholesterins mit einiger
medizinische wirkende Substanzen mit langkettes Struktur wie Lysolecithin,
Alkylcholin-Chloriden, Alkyl-Phosphaten, Alkylsulfaten und sogar Fettsduresalzen
und neuerlich Lawrence 1 berichtete daB die fliissige Kristallin Substanz, die
gebildet in 209 rige Na-Dodecylsulfat Losung mit dquimolar Menge an Cholestesin
ist sehr temperaturbestindig oben bis zu ca 200° C, wo es separiert zwei isotrope
Losungen ab. ’

Beitrige zu medizinische Anwendbarkeit: Der Autor mdichte gerne behandeln
angehende nur Grundforschungen dariiber. Mizellarbildung der Lipoidverbindungen
in Gallensiuresalz Lisungen und systematische Untersuchung der kolloidchemische
Eigenschaften wurde von Ekwall 19 und seinen Mitarb. 1419 schon lidnge
durchgefithrt. Wir fanden damals daf} das Gallensalzkonzentration in selber Gallen
liegt ungefihr an 0.1 M, die ist schon hocher als CMC, und es ist doch nicht
geniigend Cholesterin, das befindet sich gewohnlicherweise in Gallen, zu vollstiandig
solubilisieren: Mit anderen Worten, Galle enthaltet auch anderen Assoziation
Kolloid wie Fettsiuresalzen, Phospholipiden, die verstidrken ihren Solubilisierungs
Fahigkeit iiber Sterinverbindugen. In diesem Zusammenhang, es ist wesentlich zu
notieren dafy Ekwall hatten schon um Moglichkeit gefunden durch Hinzufiigung einen
Paraffinketter Alkohol, wie Dekanol gegen Natriumcholat Ldésungen zu erhalten
homogene Losungen tatsdchlich iiber ganzen Gebiet von Wasser zur n-Dekanol.
Glover und seiner Mitarb. 2D haben auch festgestellt daB Phospholipiden spielen
eine sehr wesentliche Rolle an Sterinsolubilisation durch Gallen und daf
Cholesterin wohl wie anderen Sterinen wird in mizellar Zustand absorbiert.
Versuchung zeigte auch die Umwandlung des Cholesterins zur Koprostanol.
Auperdem, es muf} auch beriihren daf} Buttersiure und Milchsidure, die erscheinen
sich in Dirmewand als Gérungsprodukten oder wird dieser Siuren aufgenommen
mit Speisen, dann senken sie merkwiirdigen CMC-Werte von Gallensiuresalzen,
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wie Natrium-Taurocholat etc. Nach Gemant, Triethanolaminsalze der Fettsiuren
zeigte sich auBerordentlich wirkungsvoll gegen Beseitigen der Cholesterin-
Ausscheidung zB. wie bei Cholesterinkalkstein, Cholesterinverfettung usw.
Wir 1% hatten schon linge vor um den EinflufBgrad der Lislickeit von Geschlecht
Hormone in wiBrige Losung von verschiedenen Assoziation Kolloid bei 40°C
untersuchte; 1) Oestron Menge g/l in verschiedenen Assoziation Kolloid Lisungen
(bis zu 129%) vermindern sich nach folgende Ordnung: HexadecylTrimenthyl-
Ammonium Bromid> Na-Dodecyl Sulfat™> Na-Kaprat>> Na-Kaprylat>> Aerosol-MA.
2) Verschiedene Geschlechthormonens Loslichkeit in Na-Dodecyl-sulfat Lésungen
(bis zu 8%) bei 40°C, vermehren sich nach folgender Weise, niamlich

Oestron < Oestradiol <Cortexon Acetat <Progesteron < Testosteron Propionat.
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Gemeinsame Ubersicht iiber den Cholesterin Adsorption auf den flufiger

Kohlenwasserstoff (oder Seifen)-Wasser Oberflichen.
Wie wir schon linge weifen, polar fettlosliche Verbindungen wie Cholesterin,
Paraffin Ketter Alkoholen, Monoglyzeriden ¥® usw haben die Fihigkeit zu
verbesseren die Eigenschaften des Anion-oberflichenaktive Stoff und Emulsier-
ungsstabilitat. Loslichkeit und Solubilisierungsgleichgewicht des Cholestrins C,;H,O
und ihre Derivaten hatte nicht nur aus medizinische physiologische-, sondern
auch aus reinem oberflichen-chemische Gesichtpunkten insbesondere stark Intresse
gewidmet, im verschiedene wiBriger und organische Lésungen.
Cockbain ¥ et al schon voraussetzte daR die polar Verbindungen bilden
oberflichliche Komplexen mit Tensiden(Seifen). Nach Untersuchungen iiber Einfluf
der Cholesterinmyristat und anderen &llésliche Verbindungen auf Oberflichen
Spannung des 0.01 Mol Na-Dodecysulfates gegen Benzol. Anderseit Schulman und
Alexander 19 haben da die Abnahme in der Oberflichen Spannung veranlifte
durch die o6llosliche Verbindungen nachweisen Vorhandensein der solchen

Grenzflichen Komplexen, sollte, geschlofen.

(31)



dyne cm dyne,/cm :. i
(7‘[) T - : !
7 7 -
i
2 20 0.001M CHOL 2 - "g".,
IS a =
o o o
| : 2
w (2‘ w2y Cles.
£ 107 - e CoHe
S ' S
0.01 © 1
I\
O [ 1 1 | ‘I ! 3,
0 0.02 0.004 —> Craps 0 0.005 0.01—> Cchol 40 50 60
: '—)‘A._Z
Abb. 2A ' Abb. 2B Abb. 2C

Dieser Schlufl wurde dennoch nicht geniigend untergestiitzt von subsektiv Messung der
Oberflichenspannung. Zum Beispiel, Hutchinson konnte nicht nachweisen den Bildung der
‘Grenzflichen Komplexverbindungen als er untersuchte um die Einflull des Oktylalkohols
auf dem Oberflichenspannung zwischen willrige Na-Dodecylsulfatlésung und Benzol.
Cockbain und McMullen 49 haben zu demselben Schlufl gelungen nach Versuchung der
Einfluf der Cholesterin, Sitosterin und Oktadekanol auf der Oberflichenspannung des
wialiriger NaDodecylsulfat und Kariumlaurat Losungen respektive gegen Benzol und
normal-Dekan. .

Weil Adsorption des Cholesterins auf den  Grenzflichen " 9 zwischen einen organische
Losungsmittel und Wasser wurde noch nicht quantitative nachgesucht eine Reihe der
‘Oberflichenspannungs-Messungen wurde zur Studier diese Adsorptionphdnomenen mit Hilfe
der Gibbssche Theorie ausgefiihrt.

Obwohl es konnte nicht erwihne genaue Resultaten wegen des Messungs-schwierichkeit,
das ist dennoch wiinschenswert, daf3 Sie sollte beibringen Information iiber dem Eigenschaft
der Adsorbierte Film und eine Indikation der Wechselwirkung zwischen geloster stoff auf
dem Oberlichen zu erhalten.

Vorbereitungsversuch: Am meisten, bis heute zuverlissigste Wert der
Cholesterin Loslickeit in Wasser ist nur 0.06 mg/1, und, es ist wohl bekant daf
diese Loslichkeit nimmt sich plotzlich zu, bei Anwesenheit von Seifenlgsungen
und anderen Oberflichenaktivstoffe, wegen des mizellar Solubilisations. Diese
Wert nimmt so rasch beinahe exponential Takt zu mit Zunehmen der Naky
Konzentration bis zu ungefihr 2.4M wund bald danach nimmt plstzlich ab (Abb
1B, Abb 1C). Abb.1 zeigt LAC (Grenze Ass. Konz.)-Abhingigkeit von verschi-
edene Ketterlinge der Fettsiuresalze, also je mehr Kohlenstoff Zahl der Fettsiuren
desto noch weniger von Log LAC geworden ist, bei konstant Dek-Gehalt. In Abb 1
C, Y bedueutet Cholesterol g/kg Lésung und X Molen von Naky/kg Losung. Dann
Loslichkeit Kurve wird ungefihr durch Formel angegeben kann; Y=>5e*—-2.5
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In Abb 1B, Kurve l: Loslichkeit um CMC(rechts MaBstab)und Kurve 2: Loslichkeit
zwischen LAC und CMC (links Mafstab).
Vorbereitungsmessung: Adsorption des Cholesterins auf den Grezflichen zwischen
unpolar Kohlenwasserstoff und wiBrige Na-Dodecylsulfat-Losungen. GemaB der
thermodynamische Theorie, die Abnahme des Oberflichenspannunges ist durch
folgende Formel angegeben kann:

dy=Sidpi { I Oberflichen Uberschuf ml/cm?

¢ Chemische Potential y=r dyne/cm?

Angenommen jetzt daB Cholesterinaktivitit ist gleich mit dem Molarkonzentration
in verdiinnte Losung, Cholesterinmenge adsorbierende pro Einheitareal ist durch
folgende Gleichung angegeben kann:

1 dr
2.3 kKT dpC

wobei n: Zahl der Cholesterinmolekiilen/cm? und k: Boltzmannsche Konstant. Im
Falle daf der Adsorbierende Film ist eine Monomolekiilarschicht, so Areal pro
Molekiil ist gerechnet kann. Areal=10%."1 A2 Wenn die Neigung fir 7—pC
Kurve ist bekant, ist es moglich zu rechnen aus die adsorbierte Cholesterinmenge
und Molekiilarareal in verschiedene Werte der Oberflichenspannung (Abb 2C). Die
punktierte Linie im Abb, 2C bedeutet Kompressionkurve der Cholesterinmono-
schicht auf 3 M NaCl Losung, nach Studier von Ekwall et al.

Abb 2B bzdeutet Abnahme der Oberflichenspannungen zwischen Cholesterinlésung
(in Heptan) und wiaBrige Na-Dodecylsulfat bei 25°C, und Abb. 2A hinweist
Oberflichenspannungsabnahme zwischen wiRrige Na Dodecylsulfat Losungen und

n= HPC=—1log(C)

Cholesterinlosung in n-Heptan. Cholesterin bildet einen unvollstindig Film auf
den O1/Wasser grenzflichen bei niedrig‘e: Oberflachenspannungen. Die Abhingigkeit
von Oberflichenspannung und Molekiilareal wird durch sogennante zweidimentional
Van der Waalsche Gleichung angegeben soll: (r—=n,)(A—A,)=xkT

Wir erhalten folgende Data:

Tabell 1
n T A
Kohlenwasserstoff ‘ Molekiilen/cm?2 dyne/cm A2/Molekiil Ao X
n-C.Hig } 2.5x1014 9 41 23 0.4
zykl.-C¢H 1, i 2.45x1014 11 39 20 0.54
CeHg ; 2.48x1014 7.5 40.3 15.3 | 0.45

Ergebnis der Untersuchung

Experimenteller Teil fiir NaKaprylat-Choresterin-Wasser System.
Probeherstellung:

Wie Schwede, Bergstrom !® bestitigt hatte, fanden wir auch daB Cholesterin,
das befindet sich in fein verteilt Assoziation Kolloid Mizelle der Seifen iibergeht
so schnell Oxdation von Luft iiber 40°C. Um sorche ungiinstigen Oxdation des
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Abb. 3 Zustanddiagramm

Phasegleichgewicht Diagramm fiir heterogen Systeme

Na « Kaprylat-Cholesterin Wasser bei 20°C.

L; :homogene isotrope wifrige Losung

M1M:M3: homogene mesorpher Phasen

1,2,3,4: 3 Phase-Dreiecke gezogenen mit punktierten Linien
£, A, ,v: 2-Phase Bereich

Tabell 2
Meso-phase mikrosk;piés(g:gl% gﬁ;ussehen Kleinewinkel Rontgen Muster
M, Muschelschale deutlich Ring
M. Mosaik, Sphirishe mittelmiBig deutlich  ~»
Ms Schnurre, Spule sehr diffus 7

Cholesterins im Kolloid Zustand zu vermeiden, haben wir immer bei Probeherstellung
unter Schutzung von gedruckt Sticksffgas-Strom bei 20°C ausgefithrt (Abb. 4).
Wir sdttigen den Naky-Assoziation Kolloid Lésungen mit Cholesterin durch kraftige
Schiitteln und Mischung den Proben mit magnetische Umriihrer iiber sehr lange
Stunden, mindetens unter 1~3 Wochen, um schliesliches Gleichgewicht Zustand
erreichen zu beschleunigen. Aufschwemmung des Cholesterins, und Abtrennung
der mesomorpher Phasen aus isotrope Losungen wurde durch Ultrazentrifugierung
und Filtrerung durchgefiihrt.

Phaseidentifizierung mittels Mikroskopes; Wahrend Fett verhalten sich meist
einfachbrechend als isotrop, Lipoid hdufig doppelbrechend (anisotrop). Sind die Tropfen
als Sphirokristalle vorhanden, dann zeigen sie im polarisierten Licht ein dunkels
Achsenkreutz mit vier hell aufleuchteden Quadranten. Also fiir den qualitativ Nachweis
20) von Cholesterinverbindungen ist die Untersuchung im polarisierten Mikroskop
von besonderer Bedeutung mitx200 VergroBerung. Erwarmt man das Pridparat durch 15
minuten langes Einlegen in Bad ca 50°C, Cholesterinverbindungen verlieren dann ihre
Doppelbrechung, um beim Abkiihlen auf 20°C als doppelbrechende Sphirokristalle mit
typischem schwarzen Achsenkreuz und hellen Quardranten wieder aufzutreten. Durch
Beobachtung beide polar und unpolar Licht, Minimumkonzentration der Seifen, die
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erfordert iibergehen Cholesterin Kristalle ins mesomorpher Zustand bei Anwesenheit von
verschiedenen Konzentration, wurde bestimmt konnte. (Tabell 2).
Chemische Analyse fiir jeden Komponent der mesomorpher Phasen;

1) Na-Kaprylat: Naky Gehalt wurde analysierte nach Trockung den abgetrennte Phasen
oben P30; bis zum konstante Gewicht (Der Gewichtverlust des Priparates entspricht
ungefihr dem Wassergehalt) und dieser Riickstand wurde in Eissesig gelést und titrierte
mit Standard HCIO4 Losung mit Kristall Violet als Indikator.

2) Wassergehalt: Karl Fischer Metod mit Autobiirett.

3) Bestimmung von Cholesterin: 0.1ml Proben werden in einem Schliffzentrifugenglas
zu 5ml einer Lésung von 0.1% FeCls6H20 in reinem FEissesig pipettiert. Nach Schiitteln
wird 15 Minuten stehen gelassen und dann zentrifugiert. 4ml der klaren Loésung kommen
in ein Schliffreagensglas, werden mit 3ml konz. H3SOs versetzt und bei verschlossenem
Glas durchgeschiittelt. Nach Liiftung des Stopfens 148t man noch 20 min stehen und miBt
dann in Spektrometer bei 2 560 mg. Standard: Eine Cholesterinléosung in Eissessig
(Img/ml) wird 1 auf 50 mit dem FeCl3-Eissessig-Reagens verdiinnt wie obenbehandelt.
Die Farbreaktion ist ungefihr von 0.01~0.05 mg an Cholesterin Menge geeignet. 12
(Es emphielt sich einen Standartwert und Reagentienleerwerte mitzumessen.)
Kleinewinkel Ronten-Beugungs Photogramm; Ergebnis war ganz¥einfach, und es deutet
den Vorhandensein nur von Schichtstruktur der Mizellen an fiir gesamtliche meso-Phasen
MiM:M;s. (keinen hexagonal Struktur bemirkte, ).
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Besprechung iiber Zustand-Phasediagramme. (Abbildung 3)

Lass uns jetzt sehen nach Abb. 3. Das ist heterogene System von Naky-Cholesterin-
Wasser bei 20°C. Aus dem Phasenregelsgesichtpunkt, es bedeutet daR in drei
Komponent Phasediagramme, eine von der Ecke der 3-Phase Dreiecke liegt in
angegebene Konzentrationsbereich der homogene Seifenlésungen, wihrend zwei
andere Ecke reprisentieren feste Kristallin Cholesterin und mesomorpher Phasen,
die im Solubilisierungleichgewicht stehen mit Seifenlosung, respektive. Diese
Dreiecke scheidet zwei 2-Phase Gebieten ab, die eine bestehende aus wiBrige
Losung von niedriger Konzentration, der im Gleichgewicht steht mit feste
Kristallin Cholesterol und die andere, bestehende aus mehr konzentrierte wifrige
Losungen in Gleichgewicht stehend mit mesomorpher Phase, voneinander. Drei
Dreiecke a, B, 7, gezogenen mit punktierten Linien reprisentieren den Bereiche,
wo drei versciedene Phasen zusammenexistieren; Deren Zusammensetzung sind
den Punkten auf der Horne der Dreicke angegeben, niamlich in diesen Drei Phase
Dreiecke, a; 6%-rige Naky Losung, feste Cholesterin und Mesophase M, sind im
Gleichgewicht gestanden; in die Dreiecke B; ungefihr 30%-rige Naky Losung
enthaltend 1.79% (Cholesterin und mesomorpher Phasen M, M, stehen im
Solubilisierungs Gleichgewicht, und schlieflich in die Dreiecke 7; ungefihr 43%
rige Naky Losung enthaltend ca 5.5% Cholesterin und mesomorpher Phasen M;, M,
stehen im Gleichgewicht miteinander. x, 2, g und v bedeuten 2-Phase Gebiete.

ﬁberlegung; Bei Bildung der gemischt Mizellen, Ion-Dipol Wechselwirkung und auch
Wasserstoffbriicke zwischen Hydroxylgruppen und den benachbart ionisierte Karboxylgruppen
spielen hier entscheidende Rolle. Wie gewdhnlich ist es, der groBes Kohlenwasserstoff
Teile der Cholesterinmolekiil wird innerhalb der Mizelle einverleibt und Hydroxylguppe
(wie Karboxylgruppe der Kaprylat) sind sicher eingerichtet auf der Oberflichen der
Mizelle nahe an Wasser. Cholesterin Kristall, das zeigt deutliche Doppelbrechung, wird
allmidhlich geldst und verschwundet von Durchdringung der XKaprylatlésung und danach
leicht gespaltet ist durch mechanische Wirkung hinein den diinne Teilchen, die selber
reagieren schnell noch weiter.

Mesomorpher Substanz, das ist von konzentrierte Kaprylatlosungen nieder bis zum
ungefdhr 2.4mol/1 gebildet, besteht aus stark Doppelbrechende Phase, die koaleriert sich
mehr oder weniger Sphiroid. In Lésungen von ca 2.4 M bis zu nieder CMC (0.4 M Naky/I).
so bildet mesomorpher Substanz lange, schmale, oft gekrimmt schniireformige Struktur
aus, mit Doppelbrechung. 20

Wir fanden gleichzeitig daB eine kraftige Zunehmen an Solubilisierungs Fihigkeit der
Mizellar Kaprylat gegen Cholesterin, liegte um Konz-Bereiche ca 1.0~1.9 Mol Naky.
SchlieBlich, im Gegensatz zum Kristallin Cholesterin faden wir da) das Cholesterin in
mesomorpher Zustand [wurde keineswegs gefiarbt durch 6llosliche Farbstoffe zB. Sudan
Red I, Oil Red 4B 10 und Scharlach R, die sind hiufig zur Nachweise des Cholesterins
auf dem Gewebschnitt angewandet.

Summary: One prominent difference in both heterogeneous system Naky-Dek-H;O and
Naky-Sterol-Hs0O consists mainly in preparation method of these samples. In the latter,
reaction velocity is much smaller, then we were compelled to use magnetic stirrer under
very long period, and a special precaution was necessary to avoid air-oxydation and higher
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temperature, say 37°C for sterol in the micellar state. Not only soaps, but also
biochemical essential matters f.ex. bilic acid salts have been taken into consideration.
In small angle X-ray diagram, each phase shows only existence of layer structure of
micells. The interaction between solid sterol and Naky-solutions was followed with
microscope between crossed nicols and unpolarised light with or without using a phase
contrast condenser.

Anmerkung: Der Autor méchte hier Herrn Prof. P. Ekwall, aus dem Institut fir
Physikalische Chemie Abo Akademi, fiir die Bereitstellung des Experimentes seinen
herzlichen Dank ausdriicken, und gleichzeitig schwedische Prof. Herrn H. Gustavson ist
Autor fir eine freundliche Diskussion der Dissertations Arbeit noch einmal zu Dank
verpflichtet.
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